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@ Inhibheur de I'activite de la C1 -esterase plasmatique (C1-inhibiteur) et d'autres enzymes proteolyttques du groupe 
des proteases a serine, son procede de preparation, acides nucleiques codant pour cet inhibiteur, methodes de 
detection d'affections correlees aux defauts dudit inhibiteur a I'aide d'anticorps ou de sondes nucieotidiques et 
medicaments contenant ledit inhibheur de synthese. 

(g) Inhibiteur C1-INH, ou fragments de celui-ci, prepare en 

utilsant un procede de construction de clones bacteriens ou 7, . . 7. . . .7. 1 7. . .7 

recombinants, ou de cellules eucaryotes recombinantes conte- t**^^™*?****-^ 

nant un ADNc codant pour le C1-INH humain. ~^~4.~^ r -~H^^ 
Procede de construction desdits clones ou cellules. .^rV.v^AiAV^^^^^ 
Application notamment a la detection et au traitement d'af- 7. . 7. . ~ . , 7. . 7. , .7 , 7 . 7. .7 7 . 7. .7 

fections correlees aux defauts dudit inhibiteur et en particulier -^^^-r^-^- 1 ^^^ 

de fangioedeme hereditaire. 
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La presente invention est relative a un inhibiteur 
de 1* activate de la C1-esterase plaszatique et d'autres enzy- 
mes proteolytiques du groupe des proteases a serine, a son 
procede de preparation, a des acides nucleiques codant pour 
5 cet inhibiteur, a des methodes de detection d'af fections, 
correlees aux defauts dudit inhibiteur, a l'aide d'anticorps 
ou de sondes nucleotidiques et a des medicaments contenant 
ledit inhibiteur de syn these* 

Les differentes classes des -inhibiteurs de protea- 

10 ses representent une fraction importante des proteines du 
plasma et ils jouent des roles determinants dans le. controle 
specif ique des differents processus proteolytiques. Les mieux 
etufiies de ces inhibiteurs sont les inhibiteurs des serines- 
proteases tels que I 1 inhibiteur d'a^ -protease (u<-rl ou 

15 a-j-antitrypsine) . Des comparaisons des sequences proteiques 
ont conduit a la constatation que 1' cvalbumine et 1'angio- 
tensinogene presentent, de meme que d'autres inhibiteurs de 
serines-proteases que le a-j-PI, des similitudes des structu- 
res primaires avec ce dernier, et que toutes ces proteines 

20 appartiennent a une mese famille f onctionnellement diversi- 
fies, a laquelle a ete attribue le nom de fasille des Serpi- 
nes (Serine Proteinase Inhibitors) par CARRELL ex TRAVIS 
(TIBS, J10, (1985) 20-24). 

Comme on le sait, le C1 -inhibiteur ou C1-IKH est 

25* une glycoproteins a chaine unique dont le PK est d* environ 

1O0O00 et qui contient 35£ d' hydrates de carbone* Le C1-IKE a 
ete identifie a l'origir.e cox~e etant un inhibiteur ce la 
forme activee du prenier coxposant cu conple^er.t serique C1 , 
a savoir le complexe (Clq + (C1r)2 + (CIs^)* I- est le seul 

3D inhibiteur plasmatique connu du C1r ex da C1s, qui sont les 
sous-composants enzymatiques du.C1. Ce C1-INH inhibe 
egalement la kallicreine du plasma, les facteure jlIs et Xlla 
et la plasmine. De plus, le C1-IKH reagit avec les formes non 
activees du C1r et du C1s, empechant ainsi 1' activation spon- 

35 tanee du C1 . 
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Certains Auteurs ont cherche a determiner au moins 
en partie la sequence du site reactif du C1-IKH humain. Ce- 
pendant les informations fragmentaires dont on dispose jus- 
qu'a present sur la sequence en question, ne font apparaitre 
5 qu'une communaute structurale entre le C1-INH et les eerpines 
typiques ( i-PI, lAchy, AT III, ovalbumine, angioter.sino- 
gene) limitee a 1* emplacement du site reactif dans la partie 
carboxyterminale de la molecule (cf. SALVESF^* et AI . , THE 
JOURKAL OF BIOLOGICAL CHEKISTRY, Vol. 260, K # 4, 25 Fevrier 
10 1985, p. 2432-2436); de plus, les 40 residus aminoterzinaux 
du C1-INH humain decrits par HARRISON ( BIOCHEMISTRY, 22, 
1983, p. 5001-5007) ne presentent pas d' homologie seouen- 
tielle significative avec les serpines connues. 

Or, il est d'une importance deterninante ce pouvoir 
15 identifier la sequence du C1-INH et ses liens avec les autres 
- ou d 1 autres - serpines : en effet, comme on le sait, des 
taux insuffisants de C1-INH fonctionnel dans le serus: humain 
sont a I'origine d'une affection hereditaire grave, transmise 
comme caractere autosomal dominant, l'angioedeme hereditaire 
20 (HAE). Cette affection se. traduit par des crises parcxysti- 
ques d'oedeae localise qui sont particulierement graves lors- 
qu'elles affectent les muqueuses gastro-intestinales et les 
muqueuses des voies respiratoires aeriennes superieures. Les 
crises qui atteignent le larynx comportent un taux ce morta- 
25 lite el eve par asphyxie. 

On a introduit avec succes des traitements prophy- 
lactiques de l'KAE a l'aide d'agents hor-onaux (andrcgenes a 
faible pouvoir virilisant) et d'ager.ts antif ibrinol—iques 
(acide tranexamique) • Ce pendant les traiter.er.ts hornrnaux 
30 sont mal toleres par les fecmes et contre-iniiques ches les 
femses enceintes et les enfants en cours de croissar.ce, 
etc .... De plus, les agents androgenicues et les agents 
antifibrinolytiques sont peu efficaces lorsque la crise a d§- 
j a commence. 

35 II a done et§ propose ae remplacer les traitements 
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hormonaux et antif ibrinolytiques par un traiteiLent constitue 
par une preparation de C1-1NH partiellement purifiee obtenue 
a partir de plasma humain (cf . GADIK et Al. THE KEV ENGLAND 
JOURKAL OF KEMCINE, Vol. 302, IT 10, 6 Kars 19B0, 
5 p. 542-546). Or si les preparations de C1-INH constituent le 
traitement de choix de ce type d' affection, les quantites de 
C1-1KH d'origine plasmatique humaine susceptibles d'etre col- 
lectees sont necessairement liniitees et, surtout, leur fiabi- 
lite depend de la qualite du controle visant a exclure toute 

10 contamination virale. 

II est done necessaire de pouvoir disposer d'autres 
sources de C1-IKH a la fois pour persettre une meilleure com- 
prehension des proprietes f onctionnelles du C1 -1KB et pour 
disposer d'une source d'agent therapeutique constants et sans 

15 aleas. 

C'est pour atteindre les tuts ainsi dlfinis que les 
Inventeurs se sont tournes, pour acquerir une meilleure com- 
prehension des proprietes f onctionnelles de la proteine qui 
constitue le C1-INH et pour developper une source alternative 

20 de C1-INK en tant qu' agent prophylactique et therapeutique du 
HAE, vers la production des peptides du C1 -IKE par genie ge- 
netique. line autre application coiirerciale d'une source al- 
ternative de C1-inhibiteur serait cans le domaine du dosage 
immunochimique de cette proteine dans le serum huaain. Ce do- 

25 sage fait partie de la routine du diagnostic de I'angioedeme 
soit hereditaire, soit acquis. Le C'-inhibiteur prepare a 
plus grance echelle et sans contamination possible due a 
d'autres proteines plasmatiques pcurrait etre utilise dans le 
dosage iEEunochimique par competition et d 1 autre part facili- 

30 terait la production d'anticorps specif iques a utiliser dans 
le dosage direct. 

La presente invention a pcur objet le C1 -inhibiteur 
ou des fragments de celui-ci prepares en utilisant un procece 
de construction de clones bacteriens recombinants ou de cel- 

35 lules eucaryotes recombinantes contenant un ADK corplemen- 



2601034 



- 4 - 



taire *' ADHc "codant pour le C1-IKH humain. Conf ormeisent a 
1' invention, ledit procede de construction de clones est ca- 
racteriBe en ce qu'il comprend les etapes Buivantes : - une 
premiere etape qui consiste a extraire l'ARH total de frag- 
5 ments de foie humain preleve post-nortem; - une deuxieme eta- 
pe qui consiste a isoler l'ARN polyadenyle, par chromato- 
graphie sur du Poly (U)-Sephadex, suivie d'elution a 42*C par 
du formaiLide a 50J6; - une troisiene etape qui consiste a de- 
naturer l'ARK polyadenyle, par de 1'hydroxyde de methyl- 

10 mercure et a le fractionner par sedimentation par un gradient 
isocinetique de saccharose de 10 a 33£ poids/volume; - une 
quatriene etape qui consiste a identifier les fractions d'ARX 
qui sont enrichies en messagers codant pour le C1-IKH; - une 
cinquiene etape qui consiste a syr.thetiser de l'ADlic double- 

15 brin a partir d'une fraction d'Ar.i; enrichie en ARM messagers 
codant pour le C1-INH, en rendant une extremite de l'ADKc 
homopolymere et en l f integrant dans le vecteur pUC9 a extre- ■. 
mite poly(dG), puis en introduisant les plasmides recombi- - 
nants formes, dans des bacteries I. coli competentes ; - une 

20 sixieme etape qui consiste a critier les bacteries qui posse- 
dent l 1 information genetique necessaire a la production du 
C1-IKH et a isoler les clones d'A^Sc qui codent pour le 
C1-IKH huitain. 



25 de preparation de clones d'ADKc codant pour le C1-IKH, le 
- criblage des clones recombinants a €t£ realise a l'aide d'un irelan- 
ge carcue ce huit icosameres synthetiques couvrant les asino- 
acides LY7IY3Q, qui sont une partie du peptide sequence et 
positicrme par SAIVESEK et Al. (Loc cite) au site reac- 

30 tif, a proxiiLite de 1' extremite carboxyle de la proteine, 
lesquels icosazeres synthetiques sont constituls par des 
oligonucleotides de for mule A ci-apres : 



Selon un mode de mise en oeuvre prefere du procede 




35 



T/C-T-G-C-A-C-T/C-T-C-A/G-A-A-G-A-C-C-A 

(A) 



10 
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qui constitue une sonde noleculaire synthetique pour le 
C1-INK hucain et d ' autre s Daami feree. 

La presente invention a, en outre, pour otjet la 
sequence en nucleotides codant pour tout ou partie du 
C1-inhibiteur, les ADN recombinants et les clones contenant 
lesdits ADK, obtenus par le precede mis en oeuvre. Les clones 
codent pour au jnoins une partie de l'inhibiteur C1-INH buaain 
ou d'une proteine tres voisine de ce dernier par sa structure 
primaire ou son activite biologique. 

L' invention couvre egalecent tant la sequence nu- 
cleotidique et en acides amines complete du C1-inhititeur que 
les fragments de celui-ci caracterises par les sequences por- 
teuses de l'activite biologique de ce dernier. L'inventior. 
couvre, de mesne, les variants nucieotidiques du gene codarvt 
15 pour le C1-inhibiteur, permettant la synthese d'un produit 
d' activite similaire au C1 -inhibiteur. 

Conformement a 1' invention, les clones sont consti- 
tues par un plasmide denomme pHC1-IKH/l, depose a la CNCM de 
l'Institut Pasteur en date du 25 Juin 1986 sous le K* I-573. 
20 Ce plasmide contient la sequence representee a la Jigure 1 
ar.nexee. 

L' invention couvre 6gale.-r.ent les constructions 
obtenues en mettant en oeuvre un plasmide depression ou 
des phages de type XgtK dans le cas 00 l«h6te est un pro- 

25 caryote, par exemple E. coli. Dans le cas ou l'hfite est une 
cellule eucaryote animale (cellules Vero par exemple) ou une 
levure, permettant les modifications post-traducticr.nelles 
correspondantes a la proteine naturelle (glycosylation par 
exemple), on peut utiliser des vecteurs viraux tels que le 

30 HSV (herpes), le virus de vaccine, le BPV (bovine papillo- 
mavirus) ou l'HPV (human papillomavirus), contenant U se- 
quence nucleotidique codant pour le C1-inhibiteur ou un 
fragment de celui-ci. Toutes les techniques permettant de 
transferer les ADN recombinants codant pour tout ou partie 
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du Cl-inhibiteur constitu£ par un plasmide selon 1* inven- 
tion, h un autre syst&me d'expression (phages, virus, etc..) 
sont connues de I'homme de l'Art. 

Selon un mode de realisation prefere des clones 
5 conformes a 1* invention, ceux-ci eont caracterises en ce 
qu'ils presentent une sequence de nucleotides de leur ADNc 
insere qui code pour la phase de lecture ouverte (ORF = open 
reeding frame) de 288 codons qui repond a la formule repre- 
sentee a la Figure 2 annexee. 
10 Selon un autre mode de realisation prefere de l'in- 

vention, le C1-INH presente^une sequence d 1 amino-acides defi- 
nie a la Figure 3 annexee, laquelle sequence est deiuite du 
plasn-iSe pHC1 -INK/1 . 

Outre les dispositions qui precedent, l f invention 
15 coi£.prend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la 
description qui va suivre. 

Pour la mise en oeuvre de 1* invention, on procede 
. com me suit : 
(a) Preparation d' ARH de foie 
20 Des fragments de foie humain preleve post-nortem 

sont ajoutes a de 1* azote liquide dans un mllangeur et sont 
reduits en poudre fine. L'ARIT est extrait par la technique 
d'AUFFRAY et ROUGEON (Eur. J. BIOCHIX. 107 (1980) p. 303-324) 
au chlorure de lithiuc/uree. L' ARK polyadenyle est isole par 
25 chromatographic sur Poly<U)-Sephadex, l'elution etar.t reali- 
see a 42*C avec du formamide a 50#. I'ARN polyadenyle ottenu 
est denature par de l'hydroxyae de tethylmercure (1 C* rK) et 
fractionne par sedimentation sur un gradient isocir.? - i q-j* ce 
1-'-33£ poic s/vcluxe de saccharose. 
30 (b) Traduction en milieu accellulaire et immunoseleciior. • 
Du lysat de reticulocytes de lapin a 6t<§ prepare 
et mis en oeuvre conform^emnt h la technique de PELEAM et 
JACKSON (FOR- J. BIOCHEM. 67 (1976) p. 247-256) rodifiee par TOSZ et 
Al. (IMMJNCL. REVIEWS. 78, (1985) p. 15V163). les iitnunosSlecticas ait 
35 £t£ r&dis&s canfarm&Bnt k la n^thode <te SALERNO et Al. (PR0C. NAIL, 
ACAD. Sci. USA, 81, (1984) p. 110-114) avec des anticarps anti-Clr ou 
anti-C1s fix6s h du Proline A-S6pharo9e . 
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(c) Construction d'une banque d'ADNc de foie humain. 

De l'ADN double-brin a 6t6 synth£tis£ & partir 
d'ARN fractionn6 sur un gradient de saccharose, en utilisant 
la m^thode de GUBLER et HOFFMAN (GENE, 25 (1983) p. 263- 
5 269). On hcncpolyindrise une extr£mit6 de l'ADNc et on insure 
celui-ci dans le vecteur PUC9 d^crit par VIEIRA et MESSING 
(GENE 19 (1982) p. 259-268) h extr£mit£ en poly<dG), en uti- 
lisant les xn^thodes d^sormais classiques d6crites par MA- 
NIATIS et Al. dans leur manuel de laboratoire intitule 

10 "Molecular Cloning" paru en 1982 aux Ed. COLD SPRING HARBOR 
LABORATORY . Des bact^ries E. coli 5K (HUBACEK et GLOVER, 
J. MOL. BIOL., 50, (1979), p. 111-127) ou la souche E. coli 
HB101 (BOLIVAR et BACKMAN, METHODS EN2YMOL. 68, (1979), 
p. 245), rendues comp^tentes (HAN AH AN, D. , J. MOL. BIOL., 

15 166 (1983), p. 557-580) sont utilises pour la realisation 
de la banque d'ADNc qui coinprend 50000 tran.-f orxnants inde- 
pendents et qui est amplifi^e environ 500 fois. Apres une 
£tape d* amplification, la banque d'ADNc est conservde 
sous forme d*£chantillons congel€s en presence de 15 % de 

20 glycerol. 

L'ADNc double-brin a 6te synth^tise, corjne indi- 
qu£ plus haut, par la xn^thode de GUBLER et Al. et insure 
dans le site PstI du vecteur pUC9 comportant une extreirdte 
poly dG. 

25 (a) Criblage a I'aide d'une sonde aolecuiaire 

Des aliquots appropries de la banque d'ADNc ampli- 
fiee, representant au total environ 20000 colonies (eventual- 
lenent conserves jusqu'a l'emploi, par congelation rapide 
dar.s un bouillon L contenant 1 5£ ce glycerol) cr.~ et e nis 

30 E ~ r g^lose a raison de 5000-1 0000 bacteries azji^iiline- 
resistantes par plaque (I70NC, de 22 x 22 ex) et -ransferes 
sur des filtres de Nylon (de marque PALL-BIOEYSl!. ~ra:.tes 
cczne decrit dans KAKIATIS et Al. (Loc cite). 
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Le criblage deB clones de C1-1KH a ete realise a 
l*aide d'un melange de huit icoeameree synthetiees par la 
technique de la phoephoramidite, a I'aide d'un synthetiBeur 
d'ADN (fourni par APPLIED BIOSYSTENS, reference 380A) et 
portant un marquage terminal par la ( -52p)^jp e t la T4- 
polynucleotide-kinase (MAUIATIS et Al. Loc. cite). Ce melange 
marque couvre les amino-acides LVTEVQQ, qui Bont une fraction 
du peptide s§quence et positionne par SALVESEN et Al. 
(Loc. cite) au site reactif, a proximite de I'extrenite 
carboxyle de la proteine. Les oligonucleotides qui le compo- 
sent ont ete isoles dans toute leur longueur, apres marquage, 
a partir d'un gel acrylamide 20£/uree 8K, puis purifies sur 
du SEPHADEX G10 (fourni par PHARMACIA). 

Le choix pour cette sonde oligonucleotidicue, d'une 

sequence 

rC-T-G-T/C-T-G-C-A-L-T/C^-C-A/G-A-A-G-A-C-C-A 
a ete determine par la prise en consideration de toute s les 
possibilites de codons pour les trois amino-acides internes'.. 
(P, E et Q) avec une degenerescence de deux codons. 

Les filtres utilises pour le criblage ont ete pre-, 
hybrides dans un tampon comprenant 90 mK ae Tris-ECl 
(pE 7,5), 6 bM d'EDTA, 0,9 E de IiaCl, 0,l£ de Ka DodS0 4 , 
400 /ml a ■ARi; de levure, 5x de solution de Denhardt (0,l£ 
Pi coll, 0,1* polyvinylpyrrolidone, 0,1* E3A) et 100 ng/isl 
a 1 ADK d'E. coli fragmente et denature. L'hybridatior. des fil- 
tres a §te r§alis§e a 57°C pendant 8 heures dans un tampon 
analogue, cependant depourvu de solution ce Denhardt et 
d'ACK d'E. coli, puis la sonde d' oligonucleotide a ete 
a;outee a une concentration de 0,2 picozcles/ol 
(4 x 105cpm/ml). Les filtres ont ete soigr.euseaent laves a 
3^°C dans du tampon contenant 0,9K EaCl, 90 mK citrate de 
sodium, 0,1# Na DodSO^ 



I 



2601034 

9 

ApreB deux B§riee de criblages, douze colonies po- 
sitives ont ete isolees et leur ADK de plasmide a ete analyse 
par coupure par les endonucleases de restriction Pstl ou 
Pvull. 

5 Les hybridations effectuees avec la sonde molecu- 

laire synthetique conforme a 1' invention ont permiB d' identi- 
fier dans les clones de C1-1HH un petit fragment obtenu par • 
digestion avec Pstl d f environ 140 bp qui contient des sequen- 
ces complementaires de ladite sonde synthetique. 

10 ( e ) Analyse de la sequence 

On a dresse la carte des sites d'endonuclease de 
restriction de 1' insertion du clone CNCK K* 1-573 mentionne 
preced eminent pHC1-IKH/l, par marquage terminal et digestions 
partielles conformement a la method.e de SMITH et BIRIi'SIIEL 

15 (Kucleic Acids Res., 3, (1976) p. 2387-2396) course cela est 
Ttontre a la Figure 4 annexee. Les deux brins de chaque frag- 
ment Pstl ont ete sous-clones dans le vecteur M13/mp5 (decrit 
par KESSIUG et VIEIRA, Loc. cite) et sequences a l'aide de la 
"methode au dideoxy" de SANGER et Al. (Proc. Natl. Acad. 

2b Sci. USA, 74 (1977) P- 5463-5467). La sequence a ete verifiee 
par sous-clonage et s§quen§age des fragments figurant en 
hachure dans la Figure 4. 

La sequence d 1 amino-acides ddduite du plasmide 
pEC1 -IKK/1 confirme la presence de 5 residus VARIL (Valine, 

25 Alanine, Arginine, Threonine, Leucine) restants du peptide 
sequence par SALVESEN et Al. (Loc. cite) et non couverts par 
la sonde synthetique de formule A. A titre d'exexple, on peut 
se reporter a la Figure 1. 

La sequence □•airano-acides autour du site reactif 

30 e£t fc&'Jtenent specifique de chaque inhibiteur de serine- 
protease; c'est pourquoi la parfaite concordance de la se- 
quence d'amino-acides obtenue confirme que le plasmide 
PH21-IKH/1 code pour une partie de l 1 inhibiteur de C1 humain 
ou pour une partie d'une proteine . etroitement apparentee a 

35 cet inhibiteur par sa structure primaire. 
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(f) Selection de l'ARNm par hybridation avec de -l'ADK de 
pi asm ide immobilise 

la preuve que le clone pHCI-IUH/1 non seulesent 
correspond bien a une proteine apparentee a C1-IKH nais qu'il 
5 s'agit effectivement de celle identifiee par l'antiserum, a 
ete obtenue par l'isolement des ARK messagers correspondants 
a la sequence portee par le plasmide pHC1-IHH/l. De I'AI/K de 
plasmide denature linearise (10 vg) ^ixe sur de la poudre de 
cellulose a ete agite a 50°C pendant 15 heures en presence de 
10 400 H£ d 1 ARK de foie total dissous cans 200 pi d'une solution 
de formamide a 50j£ contenant de l'Eepes de sodium (50 ilK, pH 
7,5), du NaCl (400 mK) , de l'EDTA (1 -K) et 0,2$ de Lod£0 4 de 
sodium. La poudre de cellulose a ete lavee a 5 reprises a 
40° C par 2 ml de la solution ci-dessus sans formamide et con- 
15 tenant 50 mK de SaCl, et a 5 reprises a 65° C dans cette der^ 
niere solution dans laquelle l'Hepes de sodium avait ete 
abaisse a 10 mK et le SaCl augmente a 150 mK. Apres deux la-, 
vages supplement^ires dans cette solution sans DodSu4 de Ka, 
I'ARN a ete §lu§ par incubation de la poudre de cellulose 
20 trois fois dans 100 pi d'eau sterile contenant de 1'ARKt de 
foie de veau (7 vg) et de l'hydroxyde de methylmercure 
(10 *K). I 1 ARK a ete traite par du 2-mercaptoethanol (30 mK) 
avant de le precipiter par de l'ethar.ol. 

La Figure 5 annexee represente la traduction in 
25 vitro d'ARNia selectionne par hybridation sur le plasnide 
pHCI-INH/1, obtenue par hybridation d 1 ARK de foie total 
(400 vg) a 10 Vg d'ADK de plasmide recombinant denature fixe 
par covalence a de la poudre de cellulose : l'ARK elue est 
traduit dans un systeme acellulaire, comne indique plus 
30 haut. Le fluorogramme, represent! a la Jigure 5, d'un gel de 
PA-SDS a 12, 556 represente les polypeptides produits en 1' ab- 
sence d'ARN exogene (colonne 1) et ceux synth§tises par 
l'ARHm selectionne a l'aide du plasnide pKC1 -IKE/1 (colon- 
nes 4 et 5). Alors qu'un quart des produits de traduction de 
35 l'ARltm hybride selectionne est charge directement sur la co- 
lonne A, les produits restants de cette traduction sont 
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immunos§lectionn§B par dee anticorps anti-C1-INH (colon- 
ne 5). La colonne 3 repreeente une iatunoselection te-oin des 
produits de traduction de l'ARK total, par les memee anti- 
corps anti-CI-INH. Comme le montre la Figure 5 f lea nessagers 
5 qui s'hybrident au plasmide pBC1-IKR/l dirigent la syr* these 
de polypeptides qui migrent conjointement avec la proteine 
precurseur du C1-INH precedemment identifiee, representee a 
la colonne 4, et eont reconnus par des anticorps ant 1-C1 -1!**K ■ 
(colonne 5). Le plasmide pHC1-I!TH/l identifie done dans le 

10 foie humain une seule espece majeure c'AEIlc qui est traduite 
in vitro en polypeptides de taille hoz-ogene, qui presentent 
une reaction antigenique avec un antiserum C1 -INH-specif ique . 
(g) Examen des homologies de sequence du C1-INH et ce nextves 
de la famille des serpines 

15 Une comparaison de la sequer.ee du C1-IKK ceduite du 

clone pHC1-INH/l conforme a 1' invention avec les sequences de 
l 1 ai-ant it rypsine (ai~PI) et de 1' antithrombine III humaine 
(AT-III), fait apparaitre une identite de 27# des az.ino- 
acides entre le C1-INH et l'c^-PI et une identite un peu 

20 moindre entre le C1-IHH et l'AI-III (23*)* 

La constatation d'une parer.te de structure entre le 
C1-IKH et l'ai-Pl permet d f utiliser la structure tridisen- 
sionnelle connue de la forme clivee de cette derniere protei- 
ne comme modele de premiere approxi&a~ion pour le C1-INH. De 

25 meme, les informations relatives a la pathologie moleculaire 
des deficiences d'o^-PI qui sont donnees par la litterature, 
fournissent egalement un modele pour 1' etude des fornes dys- 
fonctionnelles du C1-INH- 

En outre, les sondes roleculaires pour le Cl-IEH 

30 humain sont susceptibles de con~ribuer dans une mesure iupcr- 
tante a la comprehension au niveau z^cleculaire, des differen- 
tes formes d'HAE qui resultent des taux insuffisants d* 
C1-IKH dans le serum, et a 1' etude ce la regulation du gen* 
normal. 
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Enfin, ies peptideB de CI-IKH produite par genie 
genetique devraient permettre le developpement de oeaicaments 
pour le traitement preventif et le traitement de crise des 
HAE. A titre indicatif, on peut utiliser la sequence sui- 
5 vante : 

SIKEKLEFFDFSYDLNLCGLTEDPLLQVSAMQHQTVLELTET 
GVEAAAASAISVARTLLVFEVQQPFL7VLWDQQHKFPVFKGRVYLPRA 
I 1 invention sera mieux comprise a l'aide du corople- 
ment de description qui va suivre, sui se refere a des exea- 
10 pies de mise en oeuvre du procede ot;et de la presente inven- 
tion. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exea- 
pies de mise en oeuvre, sont donnes uniquecent a titre d' il- 
lustration de l'objet de l f invention, dont ils ne constituent 
15, en aucune maniere une limitation. 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 - PREPARATION D'ADN RECOMBINANT CODANT POUR LE 

C1-INH HUMAIN 
lere Etape : Preparation d'ARN de foie 

20 D e s fragments de foie huaain preleve post-morten: ont ete 

ajoutes a de 1' azote liquide dans un melangeur et ont 
ete reduits en poudre fine. L • A?.N a ete extrait par la 
methode en chlorure de lithius/uree ( AUFFRAY et R0DGEOK, 
1980). 1 1 ARK polyadenyle a ete isole par chronatographie 

25 sur du Poly (U)-Sephadex, conforreoent aux instructions 

du Pournisseur (BETHESDA RESEARCH LABORATORY) sauf que 
l'elution a ete effectuee a 42* C avec du fomaziiae a 
50*. 

L'ARN polyadenyle a ete denature par 10 eK d'hydroxyde 
30 de methylmercure et fractionne par sedimentation sur un 

gradient isocinetique de saccharose a 10-33£ poids/vo- 
lume. 
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2eme Etape : Construction d'une banoue d'ADKc de foie humain 
enrichi 

De l'ADHc double-brin a ete synthetise a partir de 8 nsi- 
crogranuDes d ' ARK fractionne par le gradient de saccha- 
5 rose, conformement a la methode de GUBLER et HOFPKAN 

(1985). Dee procedures standards ont ete mises en oeuvre 
(MAKIATIS et Al. 1 9 B2) pour obtenir de l'ADlic a extreci- 
tes homopolymeres et l'inserer dans le vecteur pUC9 a 
extremite Poly(dG) (VIERA et MESSIK 3, 1982). Des bacte- 

10 ries E. coli 5K coipetentes ont ete preparees conforite- 

xoent a HANAHAH (1963) pour realiser un banque d'ADKc. On 
peut Sgalement utiliser la souche E. coli HB101 (Refe- 
rence : Methods Enzynol., 1979, 68 Bolivaretal) . ' 
La banque d'ADKc, qui comprend 50000 transf ormants in5§- 

15 pendants a ete amplifiie environ 500 fois et des ali- 

quots sont rapidement ccngeles dans du bouillon conte- 
nant 15* ae glycerol. En vue du criblage, 5000 a 10000 
bacteries ampicilline resistantes ont ete placees sur 
des plaques NUNC (de 22 cm x 22 cm). Le s colonies ont 

20 ete transferees sur des filtres de Nylon "Pall-Biodyne" 

prealablement traites coame dicrit par KAKIATIS et Al. 
3e E e Etape : Criblage pa r des oligonucleotides synth€ti Q ues 
Un melange radiomarqul de 8 icosaaeres couvrant les 
aaino-acides 1VFEVC-Q a ete synthetise par la technique 

25 de la phosphoamidite, a l'aide c'un synthetiseur d'ALE 

(APPLIED BIOSYSTEKS 380 A); apres marquage terminal par 
la ( -32 P ) ATP et la ^-polynucleotide-kinase, les oligo- 
nucleotides ont §te isoles a partir d'un gel d'acry- 
lamide 20£/uree 8K. Le criblage & ete" realise avec des 

3 D filtres prlhybrides dans un tampon contenant 90 c>; de 
Tris-HCl (pK 7,5), 6nK d'EDTA, C,9 K de KaCl, 0,1* de 
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Na DodSO^ 400 pg/ml d'ARN de levure, de la solution de 
Denhardt et 100 U£/nl d'ADN d*E. coli fragmente et dena- 
ture, puis hydrides pendant 8 heures a 37" C dans le merae 
tampon sans solution de Denhardt ni ADH d'E. coli, avec 
5 addition de la sonde oligonucleotidique a une concentra- 

tion de 0,2 picomoles/ml (4 x 10 S cpm/nl), apree quoi 
les filtres ont ete laves a fond a 37* C dans du tampon 
contenant 0,9 K de KaCl, 90 mK de citrate de lia, 0,1< de 
Ka DodSO^ 

10 Apres deux series de criblages, douze colonies positives 

ont §te isolees et leur ADK de plasmide analyse par cou- 
pure par les endonucleases de restriction PstI ou 
PvuII- Les hybridations avec le meme melange d 1 oligo- 
nucleotides que ci-dessus ont demontre que dix des douze 

15 clones probacies de C1-INH ont le meme petit fragment 

obtenu par digestion par PstI, de l'ordre de 140 bp, qui 
contient les e§quences complementaires a la sonde oligo- 
nucleotidique conforme a 1* invention. Seul le clone 
pHCI-IKB/1, qui contient l f insertion la plus longue, a 

20 ete ensuite analyse pour dresser la carte de ses sites 

de restriction et pour determiner sa sequence en nucleo- 
tides. 

4eme Etape : Selection de I'ARKc par hybridation par de 1 1 ADIT 
de plasmide immobilise 

25 10 pg d 1 ADK de plasmide denature linearise fixe a de la 

poudre de cellulose ont ete agites a 50°C pendant 
15 heures er. presence de 400 y:g d 1 ARK total de f c ie lis- 
sous dans 200 pi d'une solution de formanide a 5Z< con- 
tenant 50 eK de tampon Hepes de Ka, pH 7,5, 400 r." ie 

30 KaCl, 1 e>: c'IDTA et 0,2Je de Ka D0CSO4. La poudre ie 

cellulose a ete lavee 5 fois a 40* C, par 2 nl ce la me- 
me solution toutefois depourvue de formaxice et cove- 
nant 50 mK de KaCl, et 5 fois a 65° C dans cette cer::iere 
solution ne contenant plus que 10 mK d' Hepes de Ha et 

.35 dans laquelle le KaCl avait ete porte a 180 mK. Apres 
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deux lavages finaux dans cette solution d^pourvue de 
Na DodSO^ , l'ARN a 4t6 61u£ par incubation de la poudre 
de cellulose 3 fois dans 100 ul d'eau sterile contenant 
7 ug d'ARNt de foie de veau et 10 m!4 d*hydroxyde de 
5 mdthylmercure. L'ARN a £t6 traits par 30 mM de 2-mercapto- 
6thanol pr^alablement h sa precipitation par de l'gthanol. 
EXEMPLE 2 - SYNTHESE D'UN POLYPEPTIDE D'ACTIVITE SIMILAIRE 
AU C1-INH 

L 1 ADN recombinant const itu£ par le plasmide pHC1-INH/1 
10 selon l 1 invention permet la production dans E. coli de 

polypeptides correspondant b une par tie du C1-INH et 
contenant le site r^actif. Pour mettre en oeuvre la 
production de ces polypeptides, on procede aux etapes 
suivantes. 

15 lere Etape . - Transfert de I 1 insertion du plasmide pHC1-INH/1 

ou d'une partie de cette insertion clans un 
vecteur sp^cialement congu pour une production 
optimale de la prot^ine C1-INH . 
Plusieurs vecteurs de ce type sont disponibles et leur 
20 mode d 1 utilisation est connu. A titre d'exemple, on peut 

utiliser des vecteurs qui portent un promoteur fort d£- 
riv6 du bacteriophage Lambda (ZETTLMEISSL et Al., Gene 
41, (1986) p. 103 ; CROWL et Al., Gene 38, (1985) p. 
31) . 

25 2 feme Etape - Dosage quantitatif et qualificatif des peptides 

C1-INH produits par q^nie g£n6tique . 
Ce dosage se fait par exemple par marquage de cultures 
bact£riennes, contenant les plasmides recombinants, en 

30 utilisant des acides amines radioactifs. Les polypepti- 

des C1-INH sont xnis en evidence par immunoprecipitetion 
avec des anticorps anti-CI inhibiteur, suivie par 
PA-SDS gel dlectrophorese. Des m£thodes immunoenzyma- 
ticues peuvent 6galeraent etre utilises. 

35 L'activit£ des peptides contenant le site reactif cu 

C1-INH est d6termin6e en dosant leur pouvoir de fixer 
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un des substrats naturels du C1-INH, par exeinple le C1s. 
Dans le cas ou l^ctivitd des peptides C1-INH produits 
dans la bact6rie E. coli se r£v£lait trop faible, on 
mettrait en oeuvre I'expression de la prot^ine C1-INH 
dans des cellules eucaryotes (de levures ou de mammi- 
f feres), comme d6j& indiqu6 pr£c£demment, afin d f assurer 
les modifications post-traductionnelles de cette pro- 
t6ine. 

EXEKPLE 3 - UT1LISATI0K DU C1-IKH OrTEKU SELOK L'lKVBKTIOK 
POUR LE DOSAGE PAHS LE SZRUK DU C1-INH KATUREL 
Le C1-inhibiteur obtenu selon l'invention est utilise 
comme antigene afin d* immuniser des animaux en vue d'ob- 
tenir des anticorps polyclonaux ou monoclonaux (prepara- 
tion d'hybridomes selon la technique de Kbhler et 
Kilstein, Kature 1975)* Ces anticorps permettent le do- 
sage du C1-inhibiteur naturel. 

EXEKPLE 4 _ COFFRET DE DIAGKOSTIC 

Un mode de realisation d'un coffret de diagnostic con- 
forme a 1* invention peut contenir : 

- une gamme standard de C1-inhibiteur, 

- solution tampon (borate par exemple), 

- des anticorps monoclonaux de souris ou polyclonaux de 
lapin anti-C1-inhibiteur , 

- des anticorps anti-C1 -inhibiteur marques par marqueurs 
enzymatiques ou fluorescents ou radioactifs, par exen- 
ple, 

- le (ou les) substrats necessaires a la revelation du 
marqueur par exemple de Pactivite enzymatique dans le 
cas d'un ELISA. 

ZXZMPLI 5 - PI-ILISATIOK DU CI-IKEIEIIZUR ?C7r. LZ TZAIIEKEKI . 
PES KALADES 

Le C1-inhibiteur ou un fragment de celui-ci por- 
teur de I'activite peut etre aininistre aux malades com- 
me medicament. Une solution de C1 -inhibiteur ou un frag- 
ment de celui-ci est prepare dans un vehicule pharmaceu- 
tiquement acceptable. Le traitement peut se faire par 
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voie intraveineuse ou par inhalation avec un aerosol 
contenant une suspension du produit actif . la dose acti- 
ve est determinee au cas par cas. 
EXEKPLE 6 - DIAGNOSTIC A L 1 AIDE PI SONDES D 1 ADM OU D 1 ARK 
5 La sonde conforme a la presente invention qui est repre- 

sentee a la Figure 1 et les sondes obtenues contenant 
cette sequence ou une partie ce celle-ci peuvent etre 
utilisees pour detecter les variations structurales des 
genes, ou des messagers codar.t pour des formes defec- 
10 tueuses dud it inhibiteur. 

Les techniques mises en oeuvres eont : 

- prelevement des cellules des sujets a risque, 

- extraction de I'ADM genomicue, 

- coupure de cet ADM par des enzymes de restriction 
15 apprcpries, 

- separation des fragments d'ADN obtenus par electro- 
phorese et transfert de ces fragments sur une membrane 
et hybridation avec la sonde ADN ou ARM marquee par un 
marqueur radioactif ou enzj^atique par exemple, 

20 - r§velation des produits d 1 hybridation par autoradio- 

graphic en cas d f utilisation d f une sonde radioactive - 
Cette technique est connue sous le nom de technique de 
Southern (Southern blotting). 
L 1 analyse des r§sultats par rapport a des temoins nor- 
25 maux et a des t§moins malades, de preference appartenant 

a la meme fas i lie que le su^et teste, permet d f identi- 
fier les xorteurs de cette raladie genetique. 
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REVENDI CATIONS 

1) ADN recombinant, caracterise en ce qu'il code 
pour au moins une partie de I'inhibiteur C1-INH ou d'une pro-, 
teine tree voisine de ce dernier par ea structure primaire ou 
son activite biologique. 

2) ADN recombinant eelon la revendication 1, carac- 
terise en ce qu'il code pour au moins une partie de l f inhibi- 
teur C1-IKH huroain ou d'une prot§ine tres voisine de ce der- 
nier par sa structure primaire ou son activite biologique. 

3) ADR recombinant* selon la revendication 1, carac- 
terise en ce qu'il est constitue par un plasmide denomme 
pBC1-IKH/l, depose a la CNCK de I'Institut Pasteur en date du 
25 Juin 1986 sous le N* 1-573* 

4) ADN recombinant selon I'une quelconque des re- 
vendications 1 a 3, caracterise en ce qu41 presente une se- 
quence de nucleotides de son ADNc insere, qui code pour la. 
phase de lecture ouverte de 288 codons qui repond a la for- 
mule ci-apres : 

rtttcvt»tt«tr««tBLASitTrviAt>TiTitiriTLs 

ma r C4 C GU<B C tttCACCTC<CtCTCTC^TCmClCiC CCC i f l * r CTCCCC*Tfcir « *C* C I, 1 1 U K I H 6CCtCroC*CCCTC T * C *CC tf Cifi r cCC*J*CTCCXI*C 
10 30 30 40 30 40 70 K *C 100 110 120 

130 140 ISO 140 17C 140 |f0 300 310 220 220 240 

250 240 270 200 34C 500 310 320 JSC 240 330 240 

Altl»41lKAt«C0.1QLIKPllLVIlTrQ4Llli t t I » K t Q 
3)0 310 3* 400 410 OC 430 440 43C 440 470 «J0 

AllVtVtBAttttlltDtircrilLTlVBllVTTiCStl L % 1 
fl6CTCTC*CCC Cn c nni l U U«CUtC4TBCaUJaCTCC4^TCTCQUCrrC CAS C CCfcCTCTCCTAACACTAtCCaCATOLUCTWCCACC**^ 

44C WO 310 MO 330 3*: 35© 340 J7C SIC 3fG 400 

11 L I L t f f 0 f 4 1014LCC11 I D F 0 L Q * • 4 KCIQTVlllTtT 
C*TC6*CwncCAATTCTtCCAl I U 1L I lAt^CCTIiJLCCTCTC'fCCCOX^^tACCACCCACATCTTCACCTTTCTCCCATr/* Ifflf Tfcf >r*nCCTCCAACTr k C k C fc T I f 
410 420 * 430 440 '430 ttC 470 410 4«C 700 210 220 



tCCCCTCC^C0CC2CCACCCTCttCUTCTn ClU4l^ 

730 740 730 740 770 >»C 740 400 410 470 43 C #40 



cat-tort* 
rftfirrr * r rAT* TC A crr ca r c rc c 

•30 4*0 



i 
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S) Sequence decides amine* d£duite du plasmide 
pHC1-lt»H/l selon la revendicat ion 3, caractlrisle en ce 
qu'elle rlpond a la formule ci-apres : 

5 "TK6mvSQ]FHSPDlA]RDTFVNA»^^ 

MSRLIOSL PSOTtt VLUA] Yl SAKWKTTFOPKKTRKtPFHFKNSVlKVPWNSKKYPV 

AHF ] DQTl KAKV6QL QL SHNL SI V 11 VPQKL KHP.LCDKE QAL SPSVFKA1MEKL I HSKF Q 

PUlUPRimTSQD^SlMEKLtFFOFSYOlNLCGlTCDPDLQVSAKQHQTVLEnEl 

CVEWAASMSVARTIIVFEVOOPFLFVLW000HKFPVFKSRVYDPRA 
15 6) Sequence x d'acides amines contenant le site r£ac- 

tif du C1-XNH, qui s*identifie avec la formule ci-apres : 
SlHEKLEPPDFSyDLNLCGLTEDPDLQVSAKOHOTVLELTET 
G VE A A AAS A I S VA RT L L VF E VQQ PF L FV LWDQQ H K F P VF MG RV Y D PR A 
20 7)Sonde pour le diagnostic precoce ou prenatal, au 

niveau de l'ADN genomique humain, du deficit qui cause la ma- 
ladie angioedeme her€ditaire et qui s'identifie avec 1' inser- 
tion du plasroide.pHCl-INH/1 qui repond a la formule selon la 
revendication 3 ou avec une partie de la meme insertion. 
. 25 8) Procede de preparation d v un clone d'ADN recombi- 

nant const itu£ par la sequence vis£e a la revendication 4. 

9) Procede de preparation de 1 f ADN recombinant co- 
dant pour le C1-INH humain ou animal ou une prot£ine voisine 
de celui-ci, caracterise en ce qu'il comprend les etapes sui- 
30 vantes : - une premiere £tape qui consiste h extraire 
1* ARK total de fragments de foie - une deuxieme etape 
qui consiste h isoler 1' AR2\ polyadenyle , par 
chromatographic sur du Poly(U)-Sephadex, suivie dilution a 
42*C par du formamide a SOI; - une troisieme etape qui con- 
35 siste a denaturer 1 • ARN polyadenyle, par de l'hydroxyde de 
methyl me r cure et a le fractionner par sedimentation par un 
gradient isocinltique de saccharose de 10 a 33% poids/volu- 
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»e; - tine qu.trieme #tape qui consUte h identifier les frac- 
tions d'ARN qui *ant enrichies en aessagers coaant pour le 
CWHH; - une cinguieme *ta P e qui consiste a synthetiser de 
1'ADNc double-brin a partir d'une fraction d'ARN enrichie en 
ARN messagers codant pour le C1-INH, en rendant une extremit* 
de 1'ADNc homopolymere et en 1' integrant dans le vecteur P UC9 
a extremit* poly(dG), puis en introduisant les plasmides re- 
combinants formes, dans des bacUries E. coli compe'tentes; 
- une sixieme *tape qui consiste a cribler les bacUries qui 
possedent 1 • information gen^tique n*cessaire a la production 
du C1-INH et a isoler les clones d'ADNc qui codent pour le 
C1-INH . 

10) Proclde selon la revendication 9, caracteVise 
en ce que le criblage des clones recombinants est realise" a 
l'aide d'un melange marqul de huit icosameres synthltigues 
couvrant les amino-acides LVFEVQQ, qui sont une partie 
du peptide sequence et positionne au site r.ecctif d, 
CWnhibiteur humain, a proximity de l'extremite carboxyle de 
la proteine, lesguels icosameres synthetiques sont constitues 
par des oligonucleotides de formule A ci-apres : 

c-t-g-t/c-t-g-c-a-c-t/c-t-c-a/g-a-a-g-a-c-c-a~> 

(A) 
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This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document am accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 
□Kblack borders 

j^image cut off at top, bottom or sides 
e^faded text or drawing 

□ blurred or illegible text or drawing 

□ skewed/slanted images 

ip'cOLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: . 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 
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